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@ Nachweisverfahren furtumorspezifische mRNA 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachwais von tumorspezifischer mRNA in einer Korperpro- 
be, das folgende Verfahren sschritte umfa&t: 
(a) Entnahme und Aufbereitung einer Korperprobe, 
{b) Isolierung von mRNA aus der Korperprobe von (a), 

(c) Obersetzung der mRNA von (b) in cDNA, 

(d) Amplifikation der cDNA von (c) durch eine PCR-Reaktion 
mit Tumormarker-spezifischen Primern, und 

(ej Nachweis der amplifizierten cDNA von (d). 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines solchen 

Verfahrens. 



@ Erfinder: 

Knebel Ddberitz, Magnust von. Dr., 691 1 8 
Heidelberg, DE; Worner, Stefan, 69118 Mannheim, 
DE; LaCroix, Jeaninne, 69123 Mannheim, DE 



LU 

D 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 01.96 508070/256 



5/30 



DE 44 31 174 Al 



Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von tumorspezifischer mRNA und seine 
Verwendung. 

5 Bei der Krebsvorsorge und der Therapiekontrolle nach aufgetretenen Krebserkrankungen geht es urn den 
Nachweis von Tumorzellen. Bis jetzt wurde dies mit zytologischen, radiologischen oder serologischen Methoden 
durchgefuhrL Diese Methoden haben aber allgemein den Nachteil, daB die Proben, die auf Tumorzellen getestet 
werden sollen, oft nur schwer zu erhalten sind und die Ergebnisse wegen geringer Sensitivitat und Spezifitat des 
Verfahren nur bei Proben mit vielen Tumorzellen verlaBlich sind. Dies ist aber ein deutlicher Nachteil, wenn es 
io urn den Nachweis geringster Mengen von Tumorzellen geht 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem auch 
geringste Mengen von Tumorzellen im Rahmen der Krebsvorsorge und/oder Therapiekontrolle bei Krebser- 
krankungen nachweisbar sind 

ErfindungsgemaB wird dies durch ein Verfahren erreicht, mit dem tumorspezifische mRNA in Korperproben 
is nachgewiesen wird. Ein solches Verfahren umfaBt folgende Verfahrensschritte 

(a) Entnahme und Aufbereitung einer Kdrperprobe, 

(b) Isolierung von mRNA aus der KSrperprobe von (a), 

(c) Obersetzung der mRNA von (b) in cDN A, 

20 (d) Amplifikation der cDNA von (c) durch eine PCR- Reaktion mit Tumormarker-spezifischen Primern, und 
(e) Nachweis der amplifizierten cDNA von (d). 

Dem erfindungsgemaBen Verfahren liegt die Idee zugrunde, daB durch den Nachweis spezifischer mRNA, die 
nur in Tumorzellen, nicht aber in normalen Korperzellen, vorkommt, direkt auf das Vorliegen von Tumorzellen 
25 geschlossen werden kann. Eine solche mRNA ist z. B. eine "aberrant gespIeiBte" mRNA oder eine, die fur einen 
Tumormarker, z. B. CEA, NSE, etc. kodiert. Diese mRNA kann nach reverser Transkription in cDNA durch 
geeignete Primer in einer PCR-Reaktion amplifiziert werden und durch Southernblot-Hybridisierung nachge- 
wiesen werden. 

Eine Korperprobe, in der eine tumorspezifische mRNA nachgewiesen werden soil, wird dem Patienten 
30 entnommen. Geeignet sind hierzu u. a. Blut, Sputum, Urin, Stuhl, Liquor, Galle, gastrointestinale Sekrete, 
Biopsien bzw. Organpunktate und LymphflQssigkeit, wobei Blut und Sputum bevorzugt sind. 

Fur eine Blutprobe wird vorzugsweise ca. 10 mi Blut, aus der Armvene des Patienten entnommen. Dieses Blut 
wird in mit gerinnungshemmenden Agentien versehene Blutrohrchen gegeben und kann bis zur Gewinnung der 
PBL/Tumorzellen kurz, maximal 4—7 h bei 4°C gelagert werden. Die Extraktion der PBL/Tumorzellen kann 
35 nach bekannten Verfahren erfolgen, vorzugsweise durch Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque 
(Pharmacia) gemaB einem Standardprotokoll fur Lymphozytenextraktion. AnschlieBend wird das Zellpellet 
schockgefroren und bei — 70° C aufbewahrt 

Fur eine Sputumprobe wird der Patient 20 bis 30 min einer Inhalation mit vernebelter, physiologischer 
Kochsalzlosung ausgesetzt, bevor ca. 5 ml Sputum abgenommen werden. Diese kann bis zu seiner Aufarbeitung 
40 kurz, maximal 4— 7 h, bei 4°C gelagert werden. Die Aufarbeitung der Sputumprobe erfolgt in ca. 20 ml einer 20 
mM DTT-Losung, wozu das verwendete GefaB, vorzugsweise ein 50 ml Falcon- Rohrchen, 30 min bei 4°C in 
einen Over-head-turner gestellt wird. Dann erfolgt eine Zentrifugation der Probe fur ca. 15 min bei 300 xg und 
4°C. Es schlieBt sich ein Waschschritt mit kaltem PBS und nochmaliger Zentrifugation unter vorstehenden 
Bedingungen an. Das gewonnene Zellpellet wird in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufge- 
45 wahrt 

Aus vorstehenden Zellpellets wird Gesamt-RNA isoliert, wobei mRNA besonders angereichert wird. Hierzu 
konnen ubliche Verfahren verwendet werden. Gunstig ist es, den kauflichen Guanidinium-lsothiocyanat-Extrak- 
tionskit (GlassMax, Gibco BRL) zu verwenden. 

Die angereicherte mRNA wird dann einer unspezifischen, reversen Transkription unterzogen, wobei hierfur 
so ubliche Oligonukleotide, vorzugsweise Hexanukleotide (erhaltlich z. B. bei Boehringer Mannheim) und eine 
MMLV-reverse Transkriptase (z. B. SUPERSKRIPT II, erhaltlich bei Gibco BRL) verwendet werden. Ein 
bevorzugter Reaktionsansatz mit Hexanukleotiden wird 10 min bei 65° C und 60 min bei 37° C inkubiert Hier- 
durch wird die mRNA in cDNA iibersetzt 

Die erhaltene cDNA wird einer Polymerase- Kettenreaktion (PCR-Reaktion) unterworfen, wobei eine Taq- 
55 Polymerase (erhaltlich z. B. bei Gibco BRL) verwendet wird. Als Primer werden Oligonukleotide verwendet, 
deren Sequenzen entsprechend bekannter DNA- und/oder RNA-Sequenzen von tumorspezifischen Transkrip- 
ten ausgewahlt werden, u. a. mRNA, die fur sogenannte Tumormarker kodieren. Beispielsweise werden folgende 
Primer eingesetzt: 

eo Primer fur NSE: 

nse255.forward: GCA AGA GAA GCT GGA CAA CC 
nse944.reverse: ACA ATC TGG ATC CCT ACA TTG G 
Primer furHPV16: 

1 6forward: ACT GCA ATG TTT CAG G AC CC 
65 1 6reverse: CAT GCA TGA TTA CAG CTG GG 
PrimerfurHPV18: 

1 8forward: ACA ATA CTA TGG CGC GCT TT 
1 8reverse: AGC ACG A AT GGC ACT GG 
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Die Bedingungen fur die PCR-Reaktion entsprechen den ublichen Standardbedingungen. Insbesondere wird 
die Reaktion wie folgt durchgefuhrt: 

1,5 U Polymerase pro Ansatz; 

1,5 min, 93° C; 5 
35 x 30 sec, 93° C; 

30 sec, Annealingtemperatur, entsprechend des Primerpaares; 
30—60 sec, 72° C, entsprechend der Fragmentlange; 
6 min, 72° C 

10 

Die Annealingtemperatur liegt z. B. fiir NSE und GAPDH bei ca. 60° C und fiir HPV 16/18 bei ca. 56° C 

Zur Kontrolle vorstehender Anreicherung von mRNA und deren Obersetzung in cDNA empfiehlt es sich, 

eine GAPDH-PCR-Reaktion durchzufuhren. Diese erfolgt unter den vorstehenden Bedingungen. Als Primer 

werden z. B. verwendet: 

15 

Primer fur GAPDH: 

gapdh 1 forward : CAT CTC TGC CCC CTC TGC TG A 
gapdh2re verse : GG A TG A CCT TGC CCA C AG CCT 

Die vorstehende amplifizierte DNA wird in ublicher Weise nachgewiesen. Giinstig ist es f sie auf einem 20 
Agarosegel, vorzugsweise 13—1,5%, aufzutrennen, mit Ethidiumbromid anzufarben und einer Southern Blot- 
Hybridisierung zu unterziehen. Hierzu wird die DNA auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen und mit 
einem, z. B. 32 P-5'-End-markierten Oligonukleotid hybridisiert, wobei das Oligonukleotid spezifisch fur den 
durch das vorstehende Primerpaar festgelegten Tumormarker bzw. GAPDH ist Das erhahene Ergebnis gibt 
AufschiuB daruber, ob die Korperprobe Tumorzellen aufweist, die den speziellen Tumormarker expremieren. 25 

Als Hybridisierungsnukleotide eignen sich 

fur NSE: AAC AAG CTG GCC ATG CAG 

und fur GAPDH: CTC TCC AGA ACA TCA TCC CTG 

30 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesonders, folgendes nachzuweisen: 

kleinzelliges Bronchialkarzinom/u. a. NSE-mRNA, Synaptophysin-mRNA, Gastrin-Releasing-Peptide-mRNA, 
u. a. aus Sputum, Blut oder Organpunktaten/Tumor- bzw. Metastasensuche; 

Zervix-Karzinom/u. a. HPV 16/18-mRNA aus Blut- oder Lymphknoten/Tumor- bzw. Metastasensuche; 35 
IColon-Karzinom/u. a. CEA-mRNA aus Stuhl, Blut oder Lymphknoten/Tumor- bzw. Metastasensuche; 
Leberzell-Karzinom/u. a. a-Fetoprotein-mRNA aus Galle oder Blut/Tumor- bzw. Metastasensuche; 
Gehirn-Karzinom/u. a. NSE-mRNA oder Synaptophysin-mRNA aus Liquor oder BIut/Tumor- bzw. Metasta- 
sensuche; 

Mammakarzinom/u. a. CEA-mRNA aus Blut oder Lymphknoten/Tumor- bzw. Metastasensuche; und 40 
Schilddriisenkarzinorn/u. a. Tyroxin-mRNA aus Urin oder Blut/Tumor- bzw. Metastasensuche. 

Wird das erfindungsgemaBe Verfahren fur diagnostische Zwecke eingesetzt, werden verschiedene Tumor- 
marker-spezifische Primer nacheinander verwendet und abhangig davon, welche cDNA amplifiziert werden 
konnte, konnen ROckschJusse darauf gezogen werden, wo der Patient Krebs hat bzw. ob uberhaupt. Urn eine 45 
diagnostische Breite des erfindungsgemaBen Verfahrens zu erlauben, ist das Verfahren nicht auf die vorn 
angegebenen speziellen mRNAs und die dazugehorigen Primer beschrankt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich dadurch aus, daB der Nachweis von geringsten Mengen an 
Tumorzellen auf sehr einfache Weise spezifisch und sensitiv gelingt. Das Verfahren ist universell einsetzbar und 
nicht auf bestimmte Tumoren beschrankt Krebs vorsorgemaBnahmen werden dadurch schon im friihesten 50 
Tumorstadium ermdglicht. The rapie verfahren konnen friiher eingeleitet werden und Tumorrezidive fruher 
erfaBt werden. Schon durchgefuhrte Therapieverfahren kdnnen besser kontrolliert werden und dem Patienten 
bleibt rnoglicherweise eine weitergehende Behandlung erspart. 

Die vorliegende Erfindung wird durch das folgende Beispiel erlautert 

55 

Beispiel 

Nachweis von Zervix-Karzinom-spezifischer mRNA aus Blut 

Einer an Zervix-Karzinom erkrankten Person wurden 10 ml Blut aus der Armvene entnommen. Dieses Blut eo 
wurde in mit EDTA versehene Blutrohrchen gegeben und 6 h bei 4°C gelagert. PBL/Tumorzellen wurden durch 
eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque gemaB einem Standardprotokoll fur Lymphozytenextrak- 
tion extrahiert. Das Zellpellet wurde in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei — 70° C aufbewahrt 

Aus dem Zellpellet wurde Gesamt-RNA isoliert, wobei mRNA angereichert wurde. Hierzu wurde der kaufli- 
che Guanidinium-Isocyanat-Extraktionskit verwendet. 65 

Die angereicherte mRNA wurde einer unspezifischen, reversen Transkription unterzogen, wobei kaufliche 
Hexanukleotide und eine MMLV-reverse Transkriptase verwendet wurden. Der Reaktionsansatz wurde 10 min 
bei 65° C und 60 min bei 37°C inkubiert. Es wurde cDN A erhalten. 
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Die cDNA wurde einer PCR-Reaktion unterzogen. Hierzu wurden eine Taq- Polymerase und folgende Primer 
verwendet: 

Primer fur HPV 16: 
5 16forward: ACT GCA ATGTTTCAGG AC CC 
1 6reverse: CAT GCA TGA TTA CAG CTG GG 
Primer fur HPV 18 

1 8forward: ACA ATA CTA TGG CGC GOT TT 
18re verse: AGC ACG AAT GGC ACT GG 

10 

Die PCR-Reaktion wurde wie folgt durchgefuhrt: 

1,5 U-Taq- Polymerase pro Ansatz; 

l^min f 93°C; 
15 35 x 30 sec, 93° C; 

30 sec, 56° C Annealingtemperatur; 
30 sec, 72° C; und 
6min, 72° C 

20 Zur Kontrolle wurde vorstehende cDNA auch einer GAPDH-PCR-Reaktion unterzogen. Diese wurde unter 
den vorstehenden Bedingungen durchgefuhrt, wobei als Primer verwendet wurden : 

Primer fur GAPDH: 

gapdh 1 forward : CAT CTC TGC CCC CTC TGC TGA 
25 gapdh2reverse: GGA TGA CCT TGC CCA CAG CCT 

Die amplifizierte DNA wurde auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Die 
DNA wurde dann auf eine Nitrozellulosemembran fibertragen und mit folgenden 32 P-5'-End-rriarkierten Oligo- 
nukleotiden getrennt hybridisiert Die Hybridisierungsternperatur lag jeweils 5°C unter der Schmelztemperatur 
30 des verwendeten Oligonukletids. 

Folgende Oligonukleotide wurden verwendet: 

Fur HPV 16: TAT AGT TGT TTG CAG CTC TGT 
Fur HPV 18: CAA TAC TGT CTT GCA ATA TAC 
35 Fur GAPDH: CTC TCC AG A ACA TCA TCC CTG 

Mit den verwendeten Oligonukleotiden konnte jeweils eine amplifizierte DNA nachgewiesen werden. 

Patentanspruche 

40 

1. Verfahren zum Nachweis von tumorspezifischer mRNA in einer Kdrperprobe, umfassend die folgenden 
Verfahrensschritte: 

(a) Entnahme und Aufbereitung einer Kdrperprobe, 

(b) Isolierung von mRNA aus der Kdrperprobe von (a), 
45 (c) Obersetzung der mRNA von (b) in cDN A, 

(d) Ampiifikation der cDNA von (c) durch eine PCR-Reaktion mit Tumormarker-spezifischen Pri- 
mern.und 

(e) Nachweis der amplifizierten cDNA von (d). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Kdrperprobe Blut, Sputum, Urin, Stuhl, 
so Liquor, Galle, gastrointestinale Sekrete, Organpunktate bzw. Biopsien und/oder Lymphflussigkeit ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 f dadurch gekennzeichnet, daB die Tumormarker-spezifischen Primer 
solche fur NSE oder HPV 16/18 sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Primer fur NSE sind: 

55 nse255forward: GCA AG A GAA GCT GGA CAA CC 

nse944reverse: ACA ATC TGG ATC CCT ACA TTG G 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Primer fur HPV 16/18 sind: 

eo HPV 16: 

1 6f orward: ACT GCA ATG TTT CAG GAC CC 
1 6re verse : CAT GCA TGA TTA CAG CTG GG 
HPV 18: 

1 8forward: ACA ATA CTA TGG CGC GCT TT 
65 1 8re verse: AGC ACG AAT GGC ACT GG 

6. Verwendung des Verfahren nach einem der Anspriiche 1—5 zur Tumor- bzw. Metastasensuche in der 
Krebsvorsorge und -Nachsorge. 
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